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© Peptides, anticorps diriges contre ces peptides, et procedes de detection et de dosage de 
papillomavirus HPV16. 



© La presente invention concerne des peptides contenant au moins un determinant antigenique des proteines 
E6, E7, LI ou L2 des papillomavirus humains, determinant specifique du papillomavirus humain de type 16 : 
HPV16. 

Ces peptides selon I'invention sont utiles principalement dans des serodiagnostics pour detecter et doser 
des anticorps specifiques du papillomavirus du HPV16 dans des echantiUons biologiques. 

Ces peptides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques sont egalement 
utilises pour produire des anticorps diriges contre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
immunohistochimiques a Taide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
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PEPTIDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES PEPTIDES, ET PROCEDES DE DETECTION ET DE DOSAGE 

DE PAPILLOMAVIRUS HPV16. 

La presente invention concerne des peptides contenant au moins un determinant antigenique des 
proteines E6, E7. L1 ou L2 du papillomavirus humain de type 16 : HPV16. Ces 'determinants sont 
specifiques du virus HPV16. 

La presente invention concerne plus precisement des peptides notamment de 7 a 20 aminoacides. 
5 obtenus a partir de, c'est-a-dire comprenant en totalite ou en partie, une des dix sequences peptidiques de 
9 a 14 aminoacides selectionnees parmi les meilleurs epitopes et les plus specifiques des quatre proteines 
mentionnees de HPV16 qui seront explicitees ci-apres. 

Ces peptides selon I'invention ont ete selectionnes de fagon originale en vue principalement d'une 
utilisation dans des serodiagnostics pour detecter et doser des anticorps specifiques du papillomavirus 
to HPV16 dans des echantillons biologiques, ce qui n'avait jamais pu §tre realise jusqu'a present. 

Mais, ces peptides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques, c'est- 
a-dire permettant une immunisation plus efficace contre les peptides, peuvent egalement etre utilises pour 
produire des anticorps diriges contre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
immunohistochimiques a Paide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
is La presente invention concerne done aussi, d'une maniere generate, des procedes de detection et/ou 
dosage du virus HPV16 dans des echantillons biologiques. 

Et en particulier, la presente invention concerne un procede de detection et/ou de dosage d'anticorps 
specifiques du virus HPV16 dans des serums humains et un procede de detection de proteines virales .de 
HPV16 par des techniques immunohistochimiques. 
20 L'invention concerne egalement lesdits peptides couples a un element de marquage. On entend dans la 
presente. demande par "element de marquage n une substance directement detectable telle qu'une substan- 
ce radioactive, une substance fluorescente t ou encore un enzyme et ceci de maniere non limitative, ou une 
substance indirectement detectable, par exemple la biotine qui n'est pas detectable en tant que tel. mais 
via Pavidine ou la streptavidine, ces dernteres etant liees a une substance directement detectable, telle 
25 qu'une substance radioactive, une enzyme ou encore une substance fluorescente. 

La presente invention concerne egalement les anticorps obtenus a partir des peptides selon Pinvention 
rendus immunogeniques par couplage a une proteine porteuse immunogenique via un lien chimique 
covalent. 

La presente invention concerne done egalement des conjugues des peptides selon Pinvention couples a 

30 une macromolecule support presentant. si cela est souhaite, des proprietes immunogeniques. Les proprie- 
tes immunogeniques etant souhaitees, le conjugue est destine a preparer des anticorps. En revanche, 
lorsque le conjugue est destine a faciliter Padsorption du peptide sur une phase solide dans le cadre d f un 
procede de detection et de dosage sur phase solide, on cherchera a utiliser une molecule support 
presentant peu ou pas de proprietes immunogeniques. 

35 L'interet de I'invention dans ses differents objets est lie a Pimportance croissante attribute au virus 
HPV16 dans les cancers du col uterin. 

De tous les cancers humains lies a des infections virales, celui du col uterin est de loin le plus frequent 
- pres de 16 % des cancers chez la femme - avec une incidence de 500 000 femmes par an, 
essentiellement dans les pays en voie de developpement (Marx, 1986). Bien qu'il ait decline en incidence 

40 et en mortalite grace a des programmes de detection precoce, ce cancer represente toujours un probleme 
de sante publique important dans les pays d'Europe et d'Amerique du Nord de par ('augmentation de la 
frequence et de la precocite d'apparition des lesions dysplasiques (precancereuses). L'incidence de ces 
lesions varie de 3 a 5 pour mille par an selon les regions, avec une augmentation annuelle de 10 a 15 %. 
Depuis plus de vingt ans, des etudes epidemiologiques ont revele un lien existant entre les dyspiasies 

45 genitales (col uterin et vagin) et un facteur cancerogene a longue latence, transmis par voie sexuelle. De 
nombreux agents infectteux furent incrimines comma facteurs etiologiques (dont le virus herpes simplex - 
HSV) mais ce n'est que recemment, sur base de donnees cytologiques et d'experiences d'hybridation 
molecutaire. que queiques types specifiques de papillomavirus humains (HPV) ont ete associes a plus de 
90 % des lesions premalignes et cancereuses du tractus genital (Ostrow et colt. 1987 ; zur Hausen, 1987). 

so Cette situation resulte d'une remarquable specificite de ces virus pour Phote et le tissu qu'ils infectent et de 
Pabsence. meme encore actuellement, de systeme de propagation virale en culture cellulaire in vitro. 

Essentiellement epitheliotropes, les papillomavirus ont leur cycle replicatif synchronise avec la differen- 
ciation des epitheliums squameux stratifies et seuies les couches superficielles - keratinocytes 'differences 
et corneocytes - contiennent des virus infectieux. 
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particu.es vira.es in vitro et .'absence d'ant-genes ^cZls d'hybrLtion moleculaire ont • 

^introduction des techniques de c.onage et ^^ n jf e ^ UBntaine de papillomavirus humains 
permis de contourner ces d.ff.cultes e ^ de r . C3 ^ fqU Pfister 1987) 

Uquesdansdiverses.esions^ que |eur g , nome viral 

^'organisation structurale. remarquab lement b,en cons ^ ee ouveftes (0 RF) E1 a E8 - 

est divis'e en deux regions : ia -gionpjecoce 2^^^^i ipttorM1 ,, et de transformation 
qui coderaient pour .es fonctions de rep.,cat,o n de capside. Ces genes tardifs. 

^^elre^Ss^^ — - «* «— — - 

culture de keratinocytes in vitro (PHacinsk, et co.l. n e op | a sique le plus frequent survenant dans 

""ST*- «V *, ,,e,— «. - «on 5 S o„, ,es HPV,e e, ,8 «c U ne . 

ctfluhM .»>*» de fibroblast.* 0. so^s « * , ra. <« M « c ™ s plrlsi etc0 „, 1987) . L. S analyse* 
« coll. 19881 ainri qu. c* * l.b..b *! » * ™*£ f ^ tepressio „ predominate 

19 87 ; Androphy et coll. 1987 ; Mallon et coll. ^ les §nes E6 e t E7 sont 

Toutes ces analyses indiquent que cMe ^^^^ s ass0C iees a ."infection par HPV16. 

°^r;Ce^^^ 

^'Ss «a, ft*. o« des an.i^es specie. ««— « • * 

serodiagnostics. communication presentee en Mai 1988 au "7eme 

On peut citer en particular T^^^^^^ * ^ 

<o .nternationa. Papi.lomav.rus Workshop < Synthet, c pept feconnaissent n - avoir pu 

HPV16 capsid proteins". Barbara K B«« - ^ d an q concluante de s tests de serodiagnost.es 
selectionner aucun epitope permettant de mener a o.en ae 5 

pour la detection d'anticorps specifiques * "™ « 257 75 4 etait decrit un certain nombre de peptides 
Precedemment. dans la demande de fJSZ 7 **** des histodiagn0 stics. e'est- 

constituant des epitopes de HPV18 <*« **0P£ ort ^ aient ^ da ns des tests mettant en 
a-dire en vue de leur faculte de produ.re des anbeo ps s de HPV16 . Ces epitopes qu. 

oeuvre des techniques ^"J^o* plus longs que ceux proposes se.on la 

n-ont pas ete selection^ de detection d-anticorps 

presente invention, n ont pas ete vanue^ h 
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doser les anticorps et antigenes associes aux HPV16. 

Une technique de selection original a permis selon ('invention de selectionner dix courtes sequences 
peptidiques de 9 a 14 aminoacides. 

La presente invention a done pour objet des peptides contenant au moins un determinant antigenique 
5 specifique du papillomavirus de type 16 (HPV16), caracterises en ce qu'ils consistent en une sequence 
peptidique d'au moins 7 aminoacides comprenant en totalite ou en partie une des dix sequences 
peptidiques suivantes : 

(1) RKLPQLCTEL 
(Arg-Lys-Leu-Pro-Gtn-Leu-cys-Thr-Glu-Leu) 

io qui correspond a la position 17-26 de la proteine E6. 

(2) EKQRHLDKKQ 
(Glu-Lys-Gln-Arg-Leu-Asp-Lys-Gln) 

qui correspond a la position 121-130 de la proteine E6. 

(3) AEPORAHYNIVTFC 

;s (Alu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-lle-Val-Thr-Phe-Cys) 
qui correspond a la position 45-58 de la proteine E7. 

(4) PIKKPNNNKI 
(Pro-lle-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-lle) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1 . 
20 (S)KHTPPAPKEDO 

(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Aiu-Pro-Lys-Glu-Asp-Asp 

qui correspond a la position 455-465 de la proteine L1 . 

(6) GKRKATPTT 
(Gly-Lys-Arg-Lys-Alu-Thr-Pro-Thr-Thr) 

25 qui correspond a la position 509-517 de la proteine L1. 

(7) TTAKR KKRKL 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 

qui correspond a la position 522-531 de la proteine L1. 

(8) MRHKRSAKRTK 

30 (Met-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 

qui correspond a la position 1-11 de la proteine L2. 

(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-Gln-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

qui correspond a la position 309-318 de la proteine L2. 
35 (10) YYMLRKRRK 

(Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

qui correspond a la position 452-460 de la proteine L2- 

Avantageusement, ces peptides selon ('invention comportent de 7 a 20 aminoacides. 

De preference, on peut citer les sequence (1) a (10) completes, ainsi que les trois sequences suivantes 

40 : 

-AEPORAHYN tiree de la sequence (3), 
• KHTPPAPKE tiree de la sequence (5), 
-NKQTLRTR tiree de la sequence (9). 

De preference encore, on utilisera les sequences (2), (3), (7) et (10). 
45 Et parmi celles-ci, avantageusement la sequence (2) : E K Q R H L D K K Q. 

Comme il sera explicite plus loin, a des fins de couplage, les peptides selon la presente invention 
pourront comporter une cysteine terminate supplemental. 

La presente invention a^egalement pour objet des precedes de detection et dosage d'anticorps 
specifiques du papillomavirus humain de type 16 (HPVI6) dans des echantiiions biologiques, dans lesqueis 
so on met en oeuvre a titre de reactif des substances contenant des peptides selon I'invention. 

Selon ('invention, ces peptides peuvent etre mis en oeuvre de diverses facons selon le type de precede 
de detection et/ou dosage auquel on a recours. II existe en effet de nombreuses techniques de detection 
et/ou dosage d'anticorps bien connues de Thomme de Tart, en particulier les dosages immunologiques sur 
phase solide. Pour une application dans un type de dosage immunologique sur phase solide, les peptides 
55 selon Tinventon peuvent etre couples a une molecule destinee a s'adsorber sur la phase solide telle que la 
paroi du recipient d'essai. 

Cette macromolecuie pourra etre une proteine et devra alors avantageusement etre telle que pas ou 
peu d'anticorps lui soient specifiques dans les serums testes. On utilisera par exemple la serum albumine 
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de bovin (BSA) ou de preference la serum albumins humaine (HSA). La HSA etant presente a haute dose 
dans les serums humains. ceux-ci ne comportent pas d'anticorps qui lui soient specifies. 

Us Z ides pourront etre coup.es. par exemp.e. a ,a BSA sur les groups. c-^Jquj ~ 
agent de couplage la carbodiimide <-3-(dimethylaminopro P y.)3-ethy. carbod.,m,de-HCL (ref. . HOARE & 

5 ™ S ^^™^Z^~ amine <NH 2 ) de ,a prot.ne a .aide de 9 ,utara,de hy& 
de (ref KAGEN A & GLICK, M. (1979) "Oxytocin". Methods o. Hormone Radioimmunoassay (B.B. JAFFE & 

H %Tp™r,gSS5S ^"^ZZ^ (Tyr. Trp, Phe, a ,'aide de Bis-dia.o 
,o *°:r£gT*ls*«, R.M. DV^AK. A UTIGER, R-D. (1979, Hormo- 
ne" Methods of Hormone Radioimmunoassay pages 46-47.. Academ.c loress. New York, 

Pour conserver ses caracteristiques antigeniques, le peptide sera avantageusement coup.e a une de 

Bi \Tpre%n?fn 9 vention a done ega.ement pour objet les peptides additionnes si necessaire d'une 

20 '^ces 9 co^ugfes de peptides et d'un molecule adsorbab.e sur phase solide seront utiles dans les 
procSs de d'osage immuno.ogique en phase solide du type immunometrique. Dans to cadre de ces 
Tsaqes sur phase solide, le peptide peut egaiement etre lie a la phase solide. v.a un hen covalent 

Selon des dosages immunologiques en phase solide. objets de Invention, une fo.s le pept.de adsorbe 
2S ou «Kto^££i«r* * ^.ide. on ajoute .'echanti.lon contenant les anticorps a doser, pu.s 

Z couple a un element de marquage. second anticorps reconna.ssant les ant-corps a 

doser sdt u peptide selon .'invention ega.ement dote d'un element de marquage. Apres * 
nZL^e d'un element detectable reconnaissant et se fixant a .'element de marquage dans le cas ou 
ISST* J martuTge ne comporte pas lui-meme un e,ement directement detectable, on precede au 
lavaae de la phase solide et a la lecture du signal emis par I'element detectable. 

S Ssente Mention a done pour objet les conjugues d'un peptide selon .'invent-on avec une m*«* 
susc^ de s-adsorber sur une phase solide uti.e dans un precede de dosage sur phase sohde conforme 

* ''TaTageusement. le peptide est couple a une macromo.ecu.e. notamment une 

peu ou pas d'anticorps son, presents dans les echantillons biolog.ques a doser. notamment. la serum 

aihumine de bovin ou la serum albumine humaine. , ^ tA ^ c ^\ 

Plus orecisement un procede selon I'invention est caracterise en ce que les con,ugues des peptides et 
aJ Stii de s'adsorber sur phase solide sent adsorbes sur lad.e ph« . sonde 
notamrrTnt sur la paroi d'un recipient d'essai avant incubation des serums a doser. pu.s ^ ar^corps 
«, sSiques du paplmavirus HPV16 presents dans les serums se fixent sur les peptides adsorbe set son 
Ss oar des seconds anticorps intromits dans le recipient d'essai qu, reconna-ssent et se f.xent sur 
Ss anticorps Scifiques de HPV16, lesdits seconds anticorps etant couples a un e.ement de marquage, 

^'l^:^^*^ mention, lesdits seconds anticorps sont des anticorps monocle- 

45 naux anti-IgG ou anti-IgM humains. 

A titre de recipient d'essai, on peut utiliser des plaques de microtitration. 

Se on la olseme invention a titre d'element de marquage sur lesdits seconds anticorps, on utH.se une 
mo £l L«eZn t detectab.e. te.le qu'une mo.ecu.e radioactive ou une mo.ecu.e f.uorescente ou encore 

so "^TouLTds dans un mode de relation de la presente invention un e.ement de marquage consiste en 
50 une moSe ^ectement detectable telle que la biotine. cel.e-o ^^f^^ 

55 3^-37^ TIME-RESOLVED IMMUNOFLUROMETRIC 
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detectable une enzyme sont applicables pourvu qu'elles soient suffisamment sensibles. Les techniques de 
dosaqe radioimmunologique du type immunometrique comprenant notamment Tutilisation de I .ode 125 ou 
encore les techniques par fluorescence du type DELFIA comportant ('utilisation d'une molecule fluorescente 
comme molecule detectable sont suffisamment sensibles pour la detection d'anticorps spec.f.ques de 
!'HPV16 dans les serums humains. % 

C'est pourquoi dans un mode de realisation particulier de ('invention, on aura recours a un procede de 
dosage immunologique du type DELFIA dans lequel lesdits seconds anticorps sont lies a de la b.otme qu. 
est ulterieurement reconnue par de la streptavidine coupiee a un complexe d'Europium. 

On peut citer plus precisement un procede dans lequel : 

- ie peptide couple a de la BSA ou de la HSA est adsorbe sur la phase solide consistant dans la parot du 
recipient d'essai, telle qu'une plaque de microtitration, laquelie est ensuite lavee. 

. les sites non specifiques de la phase solide sont ensuite bloques par une solution saturante, 

- les serums des patientes sont ensuite incubes dans le recipient ou sur les plaques, puis celles-a sont 

- des anticorps monoclonaux anti-IgG ou anti-IgM humains biotinyles sont incubes, puis la phase solide a 

nouveau lavee, - . „ 

- le recipient lave est ensuite incube avec de la streptavidine marquee a I europium, 

- une solution permettant la liberation des ions Europium et leur incorporation dans des ed.f.ces m.cella.res 
est ajoutee, 

- et enfin. on effectue la lecture au fluorometre. 

La presente invention a done egalement pour objet une trousse de dosage mettant en oeuvre un 
procede selon Invention, caracterisee en ce qu'elle comporte une phase solide sur laquelie sont adsorbes 
ou lies des peptides selon I'invention. 

On peut citer une trousse de dosage mettant en oeuvre un procede de dosage immunologique de type 
DELFIA. caracterisee en ce qu'elle comporte en outre des solutions d'anticorps monoclonaux ant.-IgG ou 

anti-lqM humains biotinyles. . 

La presente invention a egalement pour objet les anticorps obtenus a part.r des pept.des selon 
I'invention. rendus immunogeniques par couplage a une proteine porteuse immunogen.que. telle que la 
serum albumine de bovin. la serum albumins humaine. la gamma globuline bovine, des polypept.des tels 
que la polylysine. le copolymere de poly-L-lysine acides polyglutamiques. des glycoproteines telles que les 
^polysaccharides, ou encore des proteines telles que I'hemocyanine de patelle (KLH) et la tyroglobul.ne 
oorcine (Tg) Bien entendu. ces proteines immunogeniques sont citees a titre non hmitatif. 

Les anticorps. objet de la presente invention, peuvent etre aussi bien des anticorps polyclonaux que 
monoclonaux obtenus par les techniques connues de I'homme de Part. 

La presente invention a done egalement pour objet un procede de detection de proteines v.raes 
specifiques de HPV16 selon les techniques immunohistochimiques mettant en oeuvre des anticorps selon 
I'invention lies a un element de marquage. 

D'autres caracteristiques et avantages apparaitront a la lumiere des exemples qui vont su.vre. 
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EXEMPLE 1 : Detection par hybridation des papillomavirus humains dans differents types de 
lesions genitales 

On a tout d'abord etabli une collection de tissus (frottis et biopsies) et de serums de patientes infectees 
oar HPV16 ou HPV18 pour la mise au point ulterieure des histo- et serodiagnostics. 

La presence d'ADN viral a ete testee sur des biopsies provenant d'environ quatre vingts pat.entes 
francaises ou maghrebines atteintes d'un carcinome epidermoide invasif (n = 69) ou d'un adenocarc.nome 

^ \e QTatt^ge^dlrect du tissu cancereux sur filtre a ete confirme par dot blot sur I'AON extrait d'une 
portion ce la biopsie. Les sondes sont marquees par "multiprime ONA labelling" et hybndees en presence 
de lait degraisse en poudre (milieu BLOTTO : 6 X SSC-Regilait 0.25 % ; Johnson et coll. 1984). Une 
analyse plus detaillee des tumeurs positives a ete faite par "Southern blotting" pour ver.f.er la presence du 
virus sous forme episomale ou integree dans les chromosomes, en copies uniques ou mult.mer.ques 
(transfert sur filtre nylon en presence d'acetate d'ammonium : Smith et Summer. 1980). nnn 
Contrairement a ce que suggeraient certaines etudes, nous avons detecte la presence d HPV16 non 
integre dans le genome cellulaire d'un petit nombre de patientes traitees pour un carc.nome ep.dermo.de 

,nVa Au (n tot = a| 4 48 % de ces patientes sont. infectees par HPV16 (43 % de Maghrebines - 55 % de 
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Francises) et 15 % par HPV18 (14 % de Maghrebines - 16 % de Franchises). La nationality les parametre 
- familiaux (nombre d'enfants, ...). le dossier histopathologique (gravite des infiltrations infiammatoires, 
diffeVendation du stroma et taille, densite et nombre des cellules tumorales, ...} ainsi que la stade de la 
lesion selon la classification T.N.M. (Tumor Node Metastasis) n'ont revele aucune difference statistiquement 
5 valable. 

Seul Cage des patientes semble indiquer une legere predisposition a ('apparition du cancer chez les 
femmes infectees par HPV16. 



to EXEMPLE 2 : Selection de peptides synthetiques 

Des algorithmes ont ete utilises pour predire la structure secondare de chaque proteine (Gamier et 
coll., 1978) et determiner la formation d'helices amphipatiques. Pour celles-ci. le moment hydrophobique 
moyen et I'hydrophobicite moyenne sont caicules selon la procedure d'Eisenberg et cod (1982, 1984) 
75 amelioree. 

La procedure initiale d'Eisenberg permettait de determiner, a partir de la sequence en acides amines, 
les regions globulaires, de surface et, membranaires d'une proteine quelconque. 

L'apport original de ('invention a ete le perfectionnement de cette methode d'analyse de maniere a 
mettre en evidence de tres courtes regions au sein de la proteine jouant le role de recepteurs vis-a-vis 
20 d'une autre proteine, a savoir le couple antigene-immunoglobuline. 

Un segment de 7,9 et 1 1 acides amines est deplace le long de la sequence proteique et I'hydrophobici- 
te moyenne ainsi que le moment hydrophobique moyen sont caicules par segment. 

Ces deux parametres sont ensuite places comme une fonction de i'acide amine central du segment, 
tout au long de la sequence. 
25 Ces calculs utilisent Pechelle normalised d'hydrophobicite d'Argos et coll (1982). 

Oix peptides (de 9 a 14 aminoacides) sont ainsi selectionnees dans quatre ORF virales (E6 E7 L1 et 

L2). 

Pour estimer la specificite de ces peptides, une recherche d'homologie a ete menee par le programme 
de comparaisons de sequences peptidiques de Sellers et Goad, tel qu'il se trouve impiemente dans un 
30 logicieL 

Les comparaisons ont porte sur les proteines E1, E2, E6, E7, L1 et L2 des papillomavirus suivants : 
HPV1 a , HPV S , HPV b , HPV8, HPV11, HPV16, HPV18 et HPV33 

Ce criblage a permis de selecttonner les dix sequences (9 a 14 aminoacides) .specifiques d'HPV16 
suivantes : 
35 (l)RKLPQLCTEL 

(Arg-Lys-Leu-Pro-Gln-Leu-Cys-Thr-Glu-Leu), 

qui correspond a la position 17-26 de ta proteine E6. 

(2) EKQRHLDKKQ 
(Glu-Lys-Gtn-Arg-Leu-Asp-Lys-Gln) 

40 qui correspond a la position 121-130 de la proteine E6. 

(3) AEPDRAHYN!VTFC 
(AIu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-lle-Val-Thr-Phe-Gys) 
qui correspond a la position 45-58 de la proteine E7. 

(4) PIKKPNNNKI 

45 (Pro-lle-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-He) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1. 

(5) K HTPPAPKEDD 
(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Alu-Pro-Lys-Glu-Asp-Asp 

qui correspond a la position 455-465 de la proteine L1. 
so (6) G K R K A T P T T 

(Gly-Lys-Arg-Lys-Aiu-Thr-Pro-Thr-Thr) 

qui correspond a la position 509-517 de la proteine L1. 

(7) TTAKRKKRKL 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 

55 qui correspond a la position 522-531 de la proteine L1 . 

(8) MRHKRSAKRTK 
(Met-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 

qui correspond a la position 1-11 de la proteine L2. 
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(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-Gtn-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

qui correspond a la position 309-318 de la proteine L2. 

(10) YYMLRKRRK 

5 (Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

connues de I'homme de I'art. 

EXEMPLE 3 : Mise au point de serodiagnostics 

Les peptidTsynthetiques (coup.es a .a BSA) sent testes par EL.SA et DELFIA avec les anticorps 
H»£fra toct^Q flvpr Ips serums de patientes mfectees par HPVib. 

,n,,corp S "S »m ,4»<Me, par das ,n,ico,p S saeondai.es amH.pin o„ an.i-souns da chevr. couples a la 

^^^S-g. i~o»<,id U e ™ iso.opidu. OELFIA ,Dissocia,ion Enhanced Lan.han.de 
Flu o«r«sa") im p.io.'e ,- u « liS »«pn d'un an,ico.ps od d. st rep,a,id,ne ,ie«e) a u n ,on Eu,op,um <Eu >) 

25 d'excitation relativement large (Hemmiia et coll. 1984). 



A) Protocole DELFIA 

30 " 1 . Le peptide couple a .a BSA (10 ngftnl PBS) est adsorbs sur les puits de 

toute la nuit a V C (50 u^puits) (Titertek. Microstrips 12 Wells P.S. catalogue n 78.591 .99). Les plaques 
sont ensuite lavees 5 fois a faide de NaCL 9 %. -Tween 0.025 % 

2 Les sites non specifiques sont ensuite bloques par du PBS -FCS 20 /«. (FOb . serum ae 
foetal - decomplemente) 2 h a temperature ambiante (200 ul/pu.ts>. 

la nuit a 4* C (50 ul/puits). 

Les plaques sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCI 9 %. - Tween 0.025 A, Experimental 
4 Les anticorps monoclonaux de rat anti-IgG humams b.otinyles (ref. LO-HG-22 Ex P e " men ^ 
« immunology Unit. Cos Chapel.e aux Champs. 30. 1200 BRUXELLES) sont d ues 400 ngAn.) dans du PBS 
FCS 20 % - Tween 0.1 % avant d'etre incubes 2 h a temperature amb.ante (50 ul/pu.ts). 
Les plaques sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCI 9 %. - Tween 0.025 % . 

s Les ouits sont ensuite incubes avec de la streptav.d.ne -Europ.um (L.K.B. Wallac P.O. box iu 
200,01 ^u P RN^N D > ( 250 ng/m. ; 50 u.) pendant 30 min Uwes ,5 fois puis m,s en presence de 
45 .-enhancement solution" (100 ul) pendant 5 min. (L.K.B. Wallac) (ref. 1244-104). 3 2 de 

■ -enhancement solution" est une solution constitute par un tampon acetate-phtalate 01 M PH W* 
TritTnilOoTg/ de 2-Naphthoy.trifluoroacetone (2-NTA) 15 urn. et d'oxide de Tr, - n -° Ct y , P h0SP ^^° P °> 
lo am Eli pe met de liberer .'ion Europium (Eu*') leque. se trouve ensuite incorpore dans des chelates 
ml^lTaires (Eu-(2 NTA )3 <TOPO) 2 -3> hautement fluorescent* qui font .'objet d'une .ecture au f.uorometre. 
6 Lecture au fluorometre "Arcus 1230" TR-FIA (L.K.B. Wallac). 
. -pmoS d'un anticorps monoclona. anti IgG humain permet d'augmenter la reponse spec.f.que et de 
cJ^r^dTETon entend par "bruit de fond" la reponse d'anticorps qui se fixent de facon non 

55 ^tit^Z-Ts^sites non specifiques avec une solution de PBS et serum de veau foeta, 
^^^^^sZ^s dans une solution de PBS-FCS 20 % et additionnee de 
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de patientes sent dilues dans des solutions de BSA ou tait 
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B) Resultats 

TABLEAU 1 
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20 





Enfants (n 


Adultes 


Cancers du col 
uterin (n = 91) 




= 34) 


normaux (n = 




41 




Moyenne 


1.411 


1.794 


2.362 


Deviation Standard 


I 742 


I 688 


2.011 



25 



LeS peptides seiectionnes ontete testes sur sjum prove a„t ^ ^ ^ 
. de patientes atteintes d'un cancer .nvasrf du col ^ ^ rADN extrait de b psie s 

portion d'entre e..e, .'infection ou ^^^3 connSssons .a va.eur en vitesse de sedimentat.on des 
- d'aduttes asymptomatiques (n - 41) aonx ru 

nins de 220 



30 par HPV16 



35 



40 



45 



50 



(cps) 


a 


b 


c 


d ! 


.i 


f 


g 


h 


Enfants 


82 


6 


12 


0 


0 


0 


0 


0 


Adultes 


54 


28 


11 


0 


7 


0 


0 


7 


Cancers 


28 


21 


19 


9 


8 


13 


3 


33 


a : 0-500C 
20-25000 


; b : 5 
; f : 25 


-10000 ; c : 10-15000 ; d : 15-2UUUU ; e : 
.unnnn : q:> 50000 ; h :> 15000. 
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, A a 7 •/ de reoonse specif.que pour une population, d'adultes 
„ convient de remarquer qu'une valeur de 7 A P J gf§n e ra iement admis que cette 
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infectes par HPV16 mais dont les lesions precancereuses ne sont pas declarees. Ce fait est corrobore par 
uaipur nulla obtenue entre 15-20000 cps. . . 

O'aZ , p£ la valeur de 33 % obtenue a partir d'une popu.ation de cancers du co. ut.ru, conf.rmen 
les donnees admises selon lesquelles le virus HPV16 se trouve associe a environ 40 % des oncers du col 
5 uterU, (ref. : Mc CANCE, D.J.. CHESTER. P.M.. CAMPION, M.J. et al. 0 986) Br. Obster^ Gynaecol. 92. 
l7oi 1105 ; DURST, M.. GISSMANN. L.. IKENBERG. H. et zur Hausen. H. (1983) Proc. Natl. Acad. Sc. 
USA 80. 3812-3815). . 

Le sianal specifique au peptide n'est correle : 
- ni a une valeur elevee de vitesse de sedimentation du sang des adultes asymptomatiques (donneurs de 

W "nfa" des symptomes c.iniques particuliers chez les enfants : allergies, infections - virus EBV. streptoco- 

nues oreillons. syndromes inflammatoires, etc). 

En outre et surtout pour les carcinomes uterins, une tres bonne correlation ( 80 %) apparaft entre les 

femmes infectees ou non par HPV16 par confirmation de la presence du virus dans les b,ops.es par 
is Southern Blotting et le signal specifiques au peptide (2). 

EXEMPLE 4 : Mlse au point d'histodiagnostic 

Les lapins sont immunises contre les peptides synthetiques (couples a la KLH) par trois injections 
"a^ s.- sont testes par EUSA (les antiserums ont reconnu leur 

Pe Tes C sou P r!t sont'mmunisees contre les proteines vira.es par injections sous-cutanees ou peritonea.es 

25 (100 LTs%^i P co^ de monoc.onaux diriges contre les peptides synthetiques sont obtenus par .a methode 
decrite par Kolher et Milstein (1975). Us sont testes ensuite par la methode DELFIA. 
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Revendications 

^nM* ou en partie une des sequences peptides su.vantes . 

(1) RKLPQLCTEL 

(2) EKQRHLDKKQ 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 
45 (4) P I K K P N N N K I 

(5) KHTPPAPKEDD 

(6) GKRKATPTT 

(7) TTAKRKKRKL 

(8) MRHKRSAKRTK 
50 (9)NKQTLRTRSGK 

55 -AEPDRAHYN^ 
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(2) EKQRHLDKKQ 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 
(7)TTAKRKKRKL 

(10) YYMLRKRRK 

s 5. Peptide selon la revendication 4. caracterise en ce qu'il consiste en ta sequence (2)EKQRHLDK 

K Q . - . 

6. Peptide selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est additionne si 

necessaire d'une cysteine terminate. 

7 Procede de detection et dosage d'anticorps specifiques du papillomavirus humatn de type lb 
io (HPV16) dans des echantillons biologiques, caracterise en ce qu'on utilise un reactif comportant un pept.de 

selon Tune des revendications precedentes. 

8 Conjugue d'un peptide selon rune des revendications precedentes et d'une molecule susceptible de 
s'adsorber sur une phase solide utile dans un procede de dosage en phase solide selon la revendication 7. 

9 Conjugue selon la revendication 8, caracterise en ce que le peptide est couple a une macromolecule 
,s contre laquelle peu ou pas d'anticorps dans les echantillons biologiques a doser sont presents. 

10. Conjugue selon la revendication 9, caracterise en ce que le peptide est couple a de la serum 
albumine de bovin ou de la serum albumine humaine. m t 

11. Peptide selon I'une des revendications I a 7, caracterise en ce qu'il est dote d'un element de 
marquage utile notamment dans un procede selon la revendication 7. 

20 12 Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que des conjugues selon rune des revendica- 

tions 8 9 et 10 sont adsorbes sur une phase solide notamment sur la paroi d'un rec.p.ent d'essa. avant 
incubation des serums a doser, les anticorps specifiques du papillomavirus HPV16 se f.xant sur les 
peptides et etant reveles par des seconds anticorps introduits dans le recipient qui reconna.ssent et se 
fixent sur lesdits anticorps specifiques de HPV16, seconds anticorps couples a un element de marquage 

25 detectable 

13 Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que ('element de marquage est une molecule 
directement detectable telle qu'une molecule radioactive, une molecule fluorescente ou une enzyme, ou 
une molecule indirectement detectable telle que la biotine. 

14. Procede selon I'une des revendications 11 et 12. caracterise en ce que lesdits seconds ant.corps 
30 sont des anticorps monoclonaux anti-IgG ou anti-IgM humains. 

15 Procede selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce qu'il consiste en un procede de 
dosage immunologique du type DELFIA dans lequel lesdits seconds anticorps sont couples a de la b.ot.ne 
et sont reveles apres fixation sur les anticorps specifiques de HPV16 lies aux peptides adsorbes sur phase 
solide par de la streptavidine couplee a un complexe d'Europium. 
35 16 Procede selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

- le peptide couple a de la BSA ou de la HSA est adsorbe sur la phase solide consistant dans la paro. du 
recipient d'essai, laquelle est ensuite lavee, 

- les sites non specifiques de la phase solide sont ensuite bloques par une solution saturante. 

- les serums des patientes sont ensuite incubes dans le recipient, puis celui-ci est lave. 

«, - des anticorps monoclonaux anti-IgG humains biotinyles sont a leur tour incubes. puis la phase solide a 

nouveau lavee, . . 

- le recipient lave est ensuite incube avec de la streptavidine marquee a I Europium. 

- une solution favorisant la liberation de I'Europium est ajoutee, et enfin 

- on effectue la lecture au fluorometre. 

45 17 Trousse de dosage mettant en oeuvre un procede selon I'une des revend.cat.ons 7 et 12 a 6, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une phase solide sur laquelle sont adsorbes ou lies des peptides selon 

' ,nV m°Anticorps polyclonaux et anticorps monoclonaux obtenus a partir des peptides selon I'une des 
revendications 1 a 7, conjugues a une proteine porteuse immunogenique. to „ hninilo 
19 Procede de detection de proteines vira.es specifiques du virus HPV16 selon une technique 
immunohistochimique. caracterise en ce qu'on utilise un anticorps selon la revendication 18, couple a un 
element de marquage consistant en une substance directement ou indirectement detectable. 
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